ウサギ軟骨全層欠損に対するG-CSF全身投与による影響 by SASAKI, Toshihide & 佐々木, 俊秀
【要約】 
 
The effect of systemic administration of 
granulocyte-colony stimulating factor 
on a full-thickness cartilage defect in a rabbit 
（ウサギ軟骨全層欠損に対するG-CSF全身投与による影響） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
千葉大学大学院医学薬学府 
先端医学薬学専攻 整形外科学 
（主任：高橋和久教授） 
 
佐々木 俊秀 
 
 
 
 
導入 
関節軟骨は血流・細胞に乏しく自然修復は起こりにくいとされている。 臨床における軟
骨損傷に対する治療法は、マイクロフラクチャー、自家骨軟骨柱移植術、自家軟骨細胞移
植術、間葉系幹細胞移植術など、諸家により報告されているが、それぞれに一長一短があ
り絶対的な治療法は確立されていない。その中で、今回、我々が着目したのがマイクロフ
ラクチャーである。簡便かつ低侵襲といった利点があり、広く行われている術式であるが、
一方で、適応が小範囲欠損に限られる、組織修復に時間を要する、修復は主に線維性軟骨
による、といった欠点がある。 
我々は、これらの欠点を補うために、マイクロフラクチャーによる物理的骨髄刺激に、
薬剤全身投与による化学的骨髄刺激を加えることを考案した。軟骨修復に関与する薬剤と
しては各種報告されているが、今回我々が骨髄刺激薬剤として注目したのが
granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF)である。 G-CSFは主に造血系幹細胞の成
長因子として骨髄に働きかけ顆粒球産出促進作用、好中球機能亢進作用を及ぼすサイトカ
インであるが、非造血系幹細胞への関与、すなわち間葉系幹細胞の骨髄・末梢血への動員
を促すことが報告されている。 
術前に G-CSFを全身投与することによる骨髄刺激効果と、マイクロフラクチャーに伴う
骨髄刺激との相乗効果により、広範な軟骨損傷への応用 、組織修復期間の短縮、硝子軟骨
での修復が起こりうるのではないかと考えた。 
本研究の目的は、ウサギ軟骨全層欠損モデルを使用し、骨髄刺激薬としての G-CSF全身
投与による軟骨修復への影響を評価することでる。 
 
方法 
＜G-CSFの間葉系幹細胞増殖能・分化への影響＞  
12週齢・オスのNew Zealand rabbitの大腿骨骨髄より細胞を採取し、間葉系幹細胞を
分離し培養を行った。第三継代細胞は骨・脂肪・軟骨へ分化されることを確認した。 
これら第三継代細胞を用いて、通常培地（n=5）、低用量 G-CSF（４μg）添加培地（n=5）、
高容量 G-CSF（40μg）添加培地（n=5）での増殖細胞数を 24、72、120時間後に観察した。
また、G-CSF 添加培地での増殖細胞（120 時間経過後、第 4 継代細胞）の分化能を観察し
た。 
 
＜全層欠損モデルの作成＞ 
12週齢・オスの New Zealand White rabbit30 羽を 3群に分け、低用量群（n=10）には
10μg/kg、高容量群（n=10）には 50μg/kgの G-CSFを皮下注射にて全身投与を 3日間行い、
コントロール群（n=10）には生理食塩水を同様に投与した。最終投与時に大腿骨滑車に
5.2mm径、深さ 4mmの円柱状軟骨全層欠損を作成した。術後 4, 12週に肉眼的評価、組織
学的評価を行った。 
結果 
＜G-CSFの間葉系幹細胞増殖・分化への影響＞  
コントロール培地に比べ、G-CSF低用量添加培地において有意に増殖速度が速く、24時
間経過時点での細胞数はコントロール培地で 2.94±0.35、低用量添加培地で 5.95±0.91、72
時間経過時点では 6.31±0.79、14.82±3.67、120 時間経過時点では 9.90±2.63、21.49±5.53
であった。高濃度添加培地でもコントロール培地と比べ増殖速度が速まる傾向にあった。
また、G-CSF添加培地での増殖細胞は第三継代細胞同様に三系統への分化能を有した。 
 
＜全層欠損モデルの作成＞ 
肉眼的所見 
術後 4 週ではコントロール群で境界明瞭、表面不整、色調は肉芽様だったが、G-CSF 投
与群ではコントロール群と比べ、境界は不明瞭化し、表面は平坦化しており、色調も軟骨
様だった。術後 12週では全群で修復が良好にすすみ、明らかな群間差はなかった 
 
組織学的所見 
術後 4週では G-CSF投与群ではサフラニン O染色で染まる硝子軟骨層が認められる。Ⅱ
型コラーゲン免疫染色もわずかに染色性を示している。更に、高容量群では軟骨下骨の修
復も進んでいる。wakitani score は G-CSF 群で高く、高用量群（11.8±2.04）はコントロ
ール群（7.2±0.75）と比べ有意に高かった(one-way ANOVA Tukey test, p=0.009)。 
術後 12週では全群でサフラニン O染色、Ⅱ型コラーゲン免疫染色で染まる硝子軟骨層を認
める。また、軟骨下骨の修復も全群で良好だった。wakitani scoreはコントロール群と投与
群で同等であった(Kruskal-Wallis test, p=0.93)。 
 
 
考察 
関節軟骨は血流・細胞に乏しく自然修復は起こりにくいとされている。軟骨損傷治療と
して、多くの臨床応用がなされてきたが、なかでもマイクロフラクチャーは簡便かつ低侵
襲で広く普及しており、良好な臨床成績が報告されている。しかし、組織学的には修復軟
骨は硝子軟骨ではなく繊維性軟骨である。 
マイクロフラクチャーの修復機序であるが、骨髄刺激により血腫が軟骨欠損部を覆う。
この血腫が、軟骨分化能を有する間葉系幹細胞を含む骨髄組織に富むため、軟骨再生の基
盤となり修復が促進される。我々は異なる機序、すなわち、薬剤全身投与を行うことで、
骨髄刺激による間葉系幹細胞増殖を引き起こし、マイクロフラクチャーの機序と組み合わ
せることによる相乗効果が欠点を克服することを期待しこの実験を行った。 
これまでも、マイクロフラクチャーに細胞投与・薬剤投与を組み合わせた治療法が報告
されている。Dorotka らはマイクロフラクチャーと併せて、間葉系幹細胞や軟骨細胞を、
コラーゲン基質を用いて局所的に投与し、良好な硝子様軟骨の再生を報告している。Kuo 
らはコラーゲンスポンジを用いた bone morphogenetic protein-7 (BMP-7)投与による修復
組織の質的・量的改善を報告している。どちらもマイクロフラクチャーとの相乗効果によ
る良好な成績といえるが、その他多くの報告同様、細胞や薬剤の欠損部への投与にはなん
らかの基質を要するため、技術的に容易ではなく、侵襲性も比較的高い。 
その他の薬剤としては、fibroblast growth factor-2 (FGF2)の有用性が報告されている。
FGF2は間葉系幹細胞の軟骨欠損部への動員を促し、軟骨組織の修復を促進する。fibrin の
シール材を用いた局所投与や、関節内にチューブを留置した還流投与により良好な成績が
報告されているが、これらも技術的にも侵襲性にも優れた方法とは言えない。 
 近年、Koga らは、間葉系幹細胞の懸濁液を軟骨欠損部に 10 分間留置し軟骨再生を促す
術式を報告した。この方法はこれまで必要とされた基質を要さず非常に画期的な方法であ
り、臨床応用もなされているが、間葉系幹細胞の採取・培養や、関節内への手術的侵入を
要し、やはり侵襲性は否定できない。 
新たな介入方法を検討するにあたり、これら過去に報告された治療法のすべてに共通す
る大前提は、間葉系幹細胞が軟骨修復に大いに関与することである。そのため、我々は間
葉系幹細胞そのものを移植することでも、間葉系幹細胞の軟骨分化を促進することでもな
く、より簡便に低侵襲に間葉系幹細胞を増殖しうる手技として G-CSFの全身投与を考案し
た。G-CSF投与により骨髄から造血系幹細胞が末梢血へ動員されるため、これまで G-CSF
は造血を目的とし用いられてきた。近年、G-CSF は非造血作用を有していると報告されて
きており、Dengらは間葉系幹細胞が骨髄中、末梢血中に動員されることを報告している。 
本研究では、間葉系幹細胞に対する G-CSF の効果を評価すべく培養培地に G-CSF を添
加し細胞数を計測し、コントロール群に対し有意に細胞数が増加していることを確認した。
これまで報告されてきた間葉系幹細胞動員促進の一因として幹細胞数の絶対的増加の可能
性が示唆された。また、G-CSF により増殖した間葉系幹細胞も三系統への分化能を有して
おり、G-CSF刺激を受けた幹細胞も損傷軟骨の修復に関与しうることが示唆された。 
我々の研究では損傷後 4 週経過時点でコントロール群では修復が不十分もしくは線維性
軟骨による修復が起こっていたが、G-CSF 全身投与群では修復が比較的良好に進み、一部
硝子性軟骨による修復も認められた。G-CSF 全身投与による骨髄刺激の結果、間葉系幹細
胞が増殖し、そのタイミングで行うマイクロフラクチャーにより軟骨欠損部に誘導される
間葉系幹細胞が増加し、結果、 軟骨分化量が増加したためと考えられた。自家軟骨細胞移
植術や、種々の薬剤投与と比べても十分に納得のいく成績が得られた。これまでの手技と
比較し、より簡便で非侵襲的な介入である数日間の皮下投与にてこの成績が得られること
は非常に魅力的である。 
これまでウサギを用いた軟骨全層欠損の研究において、5mmを超える大きな欠損では軟
骨の自然修復は起こらないとされており、そのため、我々は 5.2mm径の欠損を作成し研究
を行った。しかし、過去の報告に反し、12 週経過時点ではコントロール群でも硝子様軟骨
による自然修復が起こってしまった。種別、週齢による差の関与が考えられた。 
本研究の限界であるが、 
①間葉系幹細胞の増殖は生体外で確認しただけであり、G-CSF は間葉系幹細胞そのものに
関与するのか、その前駆細胞に関与するのか、その環境に関与するのか、生体内での動態
に関してはまだまだ正確なところがわからない。しかし、少なくとも間葉系幹細胞そのも
のに関与する可能性は示唆された。 
②G-CSFと軟骨分化能の関係性に関しては評価していない。しかし、G-CSF投与により増
殖した間葉系幹細胞においても分化能は確認できており、間葉系幹細胞の絶対的増加は軟
骨分化量も絶対的に増加すると予想される。 
③最大の限界であるが、実際に、軟骨欠損部で間葉系幹細胞が増加しているかを評価でき
ていない。しかし、欠損部に貯留した間葉系幹細胞を正確に定量することは技術的に困難
であった。 
術前の細胞採取・培養を要さず、関節内への開放性侵入もなく、複雑な手技も必要ない。 
侵襲は少なく、技術的にも簡便であり、患者負担も少なく、医療経済的にも優れた画期的
な治療法となりうるだろう。 
今後、薬剤投与のタイミング、適切な投与量、投与回数などの研究を重ね、臨床への応用
を目指したい。 
 
結論 
ラビット軟骨全層欠損モデルを用いて G-CSF全身投与による損傷部への影響を評価した。 
G-CSF 全身投与は間葉系幹細胞の増殖を介したマイクロフラクチャーとの相乗効果により
硝子様軟骨での修復を促進する可能性が示唆された。 
